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Riassunto 
Parole chiave:  Photobacterium damselae subsp. damselae, Photobacterium damselae subsp. 
piscicida, La Spezia, Fotobatteriosi, allevamento. 
 
Tra le principali patologie in grado di colpire i pesci esistono le malattie ad eziologia batterica tra cui 
la fotobatteriosi (ex pasteurellosi) sostenuta da Photobacterium damselae. Con il presente lavoro si è 
valutata la presenza in Mugilidi prelevati dal fiume Magra e in branzini di allevamento, di due 
microrganismi, Photobacterium damselae subsp. piscicida e Photobacterium damselae subsp. 
damselae, considerati causa di passate epidemie epizootiche in Italia, tra cui due importanti focolai 
della malattia in provincia Della Spezia nel 1990 e nel 2006. Sono stati prelevati 522 Mugilidi (Mugil 
cephalus, Liza aurata, Liza saliens, Liza ramada e Chelon labrosus) e 42 branzini (Dicentrarchus 
labrax) nel periodo 2008/2014. Per ogni esemplare è stato effettuato un esame anatomopatologico, una 
multiplex PCR e un esame colturale tramite semina diretta da porzione di milza. Durante il 2008 il 
64% dei pesci è risultato positivo per Photobacterium damselae subsp. piscicida (Pdp) e il 40% per 
Photobacterium damselae subsp. damselae (Pdd). Nel 2009 il 48% dei pesci è risultato positivo per 
Pdp e il 32% per Pdd. Durante il 2010 Pdp è stato rilevato nel 3% degli esemplari e Pdd nel 5 %; 
invece nel 2011 sia Pdp che Pdd sono stati rilevati nell’1% dei pesci analizzati. Nel 2014 gli ultimi 
campionamenti hanno evidenziato un’assenza di positività nei mugilidi analizzati, mentre sono state 
rilevate 2 positività in due esemplari diversi di branzini. Sulla base dei dati ottenuti possiamo 
concludere che le due sottospecie di Photobacterium ricercate risultano costantemente presenti nelle 
popolazioni campionate pur mostrando un trend decrescente nell'arco degli anni del monitoraggio. 
Nonostante ciò non si sono più verificate epidemie come è accaduto nel 2006, questo potrebbe essere 
imputabile all'assenza nel periodo indagato dei co-fattori necessari per lo sviluppo della patologia. Il 
ritrovamento del patogeno anche in specie di allevamento quali il branzino, suggerisce un loro 
possibile ruolo come reservoir e rappresenta un potenziale rischio per gli allevamenti ittici a mare 
dove i pesci allevati possono venire facilmente a contatto con specie selvatiche portatrici del 
Photobacterium spp. Inoltre le condizioni di stress caratteristiche dell'allevamento intensivo 
potrebbero contribuire all'insorgenza dei fattori necessari allo scatenarsi dello patologia con 
conseguenze disastrose per il settore ittico. 
Abstract 
Keywords: Photobacterium damselae subsp. damselae, Photobacterium damselae subsp. piscicida, La 
Spezia, Photobacteriosis, farmed fishes 
 
The Photobacteriosis (formerly Pasteurella) is a disease that can affect fishes.In the present work we 
evaluated the presence of Photobacterium damselae subsp. piscicida and Photobacterium damselae 
subsp. damselae in mullets taken from the river Magra and farmed sea bass. These microrganisms had 
caused past epizootics in Italy,  including two major outbreaks in La Spezia in 1990 and 2006. To this 
aim 522 mullets (Mugil cephalus, Liza aurata, Liza saliens, Liza ramada and Helon labrosus) and 42 
sea bass (Dicentrarchus labrax) were sampled during the periodo 2008/2014. Each fish was 
necropsied under asesptic conditions and examined for lesions; then portions of spleen were subjected 
to  multiplex PCR and bacterial colture. During 2008 64% of the fish tested were positive for 
Photobacterium damselae subsp. piscicida (Pdp) and 40% for Photobacterium damselae subsp. 
damselae (Pdd). In 2009 48% of the fish resulted positive for Pdp and 32% for Pdd. In 2010 Pdp was 
detected in 3% of the specimens and Pdd in 5%. In 2011, Pdp and Pdd were detected in 1% of fish 
analyzed. In 2014, mullets were negative, while 2 sea basses were found positive for Pdp and Pdd 
respectively. The data obtained showed that  the two subspecies of Photobacterium  are constantly 
present  in the sampled populations and showed a decreasing trend of the monitoring years. Despite 
this no epidemic occurred in this period as happened in 2006. This could be due to the absence in the 
period investigated of the co-factors necessary for the development of the disease. The presence of the 
patogen in farmed species such as sea bass, suggests their possible role as a reservoir and represents a 
potential risk for the development of the pathology trasmitted through the contact between farmed and 
wild fishes. The intensively farmed fish can leaded to stress conditions that may contribute to the rise 
of the necessary factors for the development of the disease with disastrous consequences for the 
fishing industry in case of an outbreak. 
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INTRODUZIONE E SCOPO 
DELLA TESI 
Il controllo ed il miglioramento della qualità del prodotto ittico, oggetto di 
crescente interesse da parte dei produttori e dei consumatori, costituiscono una 
tematica chiave su cui devono convergere le ricerche mirate allo sfruttamento 
delle risorse e a fornire sul mercato prodotti sicuri dal punto di vista igienico-
sanitario
27
.  
La flora microbica di un prodotto ittico è strettamente correlata alle sue 
abitudini di vita e alle caratteristiche microbiche dell’ambiente in cui esso nasce 
e si sviluppa
9
. Tuttavia le pratiche di acquacultura e maricultura, anche se a 
ridotto impatto ambientale, sono spesso associate ai cambiamenti nella struttura 
della popolazione batterica e dell’ecosistema27. 
Nell’allevamento delle specie ittiche quindi, accanto alle malattie 
provocate da virus, batteri, funghi e parassiti, si riscontrano altre patologie, che 
possono causare gravi conseguenze alla produttività aziendale, da imputarsi alla 
qualità dell’ambiente idrico, all’alimentazione e alle manipolazioni effettuate 32. 
Lo sviluppo di malattie nei pesci è spesso legato a fenomeni 
multifattoriali, tra i quali fondamentale importanza hanno: 
 le interazioni tra gli organismi allevati e selvatici, infatti il cibo 
somministrato ai pesci allevati attira numerose specie ittiche in 
vicinanza della gabbie e il vicendevole scambio di agenti patogeni è 
spesso inevitabile; 
 i cambiamenti che avvengono presso le comunità microbiche 
presenti nella colonna d’acqua e nel sedimento, incidono 
notevolmente sulla qualità dell’ambiente; 
 le errate pratiche di management; 
 lo stress che i pesci possono subire per varie cause (cambiamenti di 
temperatura, salinità, elevate densità, alimentazione sbilanciata, 
ecc.) e che induce un abbassamento delle difese immunitarie 
facendoli diventare più suscettibili agli agenti patogeni 
normalmente presente nell’ambiente marino27. 
 
Gli organismi acquatici sono realtà strettamente complementari con 
l’ambiente in cui vivono e vanno considerati come costante di quell’habitat.  
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Con il termine di ecopatologia si indica questo nuovo concetto: l’animale 
viene considerato come realtà strettamente articolata con l’ambiente; la 
patologia non è più individuale ma collettiva e si deve, di pari passo, tenere in 
considerazione l’animale e l’ambiente. Ovviamente l’assetto fisico-strutturale e 
gestionale di un corso d’acqua condiziona in maniera determinante la 
vulnerabilità dell’intero ecosistema fluviale all’inquinamento13. 
Artificializzazione, inquinamenti organici e non, nautica selvaggia 
rappresentano cause di continuo degrado a cui bisogna porre rimedio, e che 
sicuramente concorrono a creare situazioni di stress rendendo più sensibili tutti 
gli organismi ai vari fattori patogenetici che si possono presentare
13
. 
Tutti questi fattori presi singolarmente non possono essere considerati la 
causa determinante della mortalità delle specie ittiche, ma possono 
probabilmente essere considerati nel loro insieme cause favorenti il perdurare e 
la dimensione della mortalità
13
. 
Tra le principali malattie in grado di colpire i pesci vengono ricordate la 
malattie ad eziologia virale (setticemia emorragica virale, necrosi pancreatica 
infettiva) e quelle ad eziologia batterica (vibriosi, foruncolosi) tra cui anche la 
fotobatteriosi (ex pasteurellosi) sostenuta da Photobacterium damselae ssp. 
piscicida
12
. 
La fotobatteriosi, già segnalata nel 1953 negli USA e nel 1970 in 
Giappone, si è diffusa rapidamente anche in Europa, tanto che dagli anni 
novanta in poi è stata riscontrata in molte specie di pesci presenti nelle acque dei 
paesi della UE che si affacciano sul Mediterraneo, come Francia, Spagna, 
Grecia, Israele, Turchia e Italia
1
. Alcuni focolai della malattia hanno riguardato 
anche le specie di cefali selvatici nella provincia della Spezia (Liguria) nel 
1990
14
 e nel 2006
13
. 
Emerge quindi come il continuo monitoraggio ambientale e della fauna 
ittica possa aiutare nella comprensione dei meccanismi di induzione di patologie 
che possono condurre a gravi episodi periodici altrimenti difficili da 
comprendere. Al momento visto la scarsità di fonti bibliografiche riguardanti la 
presenza e la distribuzione di questa specie batterica in Italia, risulta necessario 
svolgere approfondite indagini quantitative spazio-temporali
39
. 
Lo scopo di questa tesi è stato quindi quello di effettuare un’indagine sulla 
presenza di Photobacterium damselae in pesci selvatici e di allevamento nella 
provincia della Spezia, al fine di ottenere informazioni sullo stato di salute di 
questi organismi selvatici ed allevati ed evidenziare la presenza di eventuali 
portatori sani. 
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Fondamentale per il raggiungimento di tale obbiettivo è stata anche 
un’accurata analisi e rielaborazione del monitoraggio sullo stato sanitario  della 
popolazione di Mugilidi del fiume Magra effettuato tra il 2008 e il 2011 da parte 
dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale di Piemonte, Liguria e Valle D’Aosta, 
sezione della Spezia. Tutti i dati dell’indagine sono stati quindi acquisiti come 
fonte bibliografica ufficiale. 
Nella presente tesi sono stati realizzati due nuovi campionamenti con 
l’obbiettivo di rivalutare la problematica legata al Photobacterium damselae a 
distanza di tre anni dalla fine del monitoraggio; inoltre si è voluto svolgere 
un’indagine non solo sulla presenza di Photobacterium damselae in cefali 
selvatici, ma anche in pesci di allevamento della specie Dicentrarchus labrax 
nella provincia della Spezia. 
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Capitolo Primo: 
LA FOTOBATTERIOSI 
 
1.1 EZIOLOGIA 
La specie Photobacterium damselae è comunemente suddivisa in due 
sottospecie: Photobacterium damselae subsp. damselae (Pdd) e Photobacterium 
damselae subsp. piscicida (Pdp). 
Photobacterium damselae subsp. damselae è stato principalmente 
descritto come la causa di mortalità nel rombo e in un certo numero di altre 
specie di pesci nel Mediterraneo
18,20,30,29
 e può essere anche patogeno per i 
mammiferi, compresi gli esseri umani
39
. La virulenza dei microrganismi isolati è 
altamente dipendente dalla temperatura; è noto infatti che questo microrganismo 
preferisce l'acqua calda, tra 13°C e 20 °C
29
. Questa caratteristica aiuta a spiegare 
il fatto che Photobacterium damselae subsp damselae (Pdd) è stato isolato dalla 
trota iridea allevata in acqua di mare, principalmente durante la stagione estiva. 
Indagini svolte, in periodi con temperature più alte rispetto a quelle avvenute 
durante la stagione invernale nel Nord Europa, hanno indicato che Pdd è in 
grado di sopravvivere in acqua di mare e sedimenti e restare infettivo per lunghi 
periodi con la capacità di essere trasmesso a pesci suscettibili
17,18
.  
 
 
Figura 1: Photobacterium damselae ssp. piscicida al microscopio (1250x) 
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 Photobacterium damselae subsp. piscicida (precedentemente conosciuto 
come Pasteurella piscicida) è l’agente eziologico della Pasteurellosi anche detta 
photobacteriosi o  pseudo tubercolosi dei pesci. Alla colorazione di Gram si 
evidenzia come cocco-bacillo Gram – di 1/1,5 micron di lunghezza, immobile, 
dotato di evidente colorazione bipolare e di un certo pleomorfismo
15
 (Figura 1).  
Quest’ultimo aspetto è risultato più evidente dopo 72-96 ore di 
incubazione, dopo di che è possibile osservare delle forme bacillari filamentose 
accanto a batteri con aspetto decisamente coccoide, della dimensione di 2-3 
micron di diametro, disposti talvolta in corte catene
15
.  
Photobacterium piscicida (Pdp)è negativo per la produzione di indolo, 
ureasi, gelatinasi, amilasi e alla produzione di solfito di idrogeno; ossidasi e 
catalasi positivo. Per quanto riguarda l’utilizzo di carboidrati, produce acidi solo 
da glucosio, mannosio, galattosio e fruttosio. La temperatura ottimale per la 
crescita di questo microrganismo è compresa tra i 22,5 e 30°C con una salinità 
compresa tra il 1% e il 2,5% ed un pH di 7 
15
; sensibile al fattore Vibriostat 
0/129
8
. 
 Dopo 24 ore di incubazione a 30°C in atmosfera aerobia le colonie 
appaiono piccole, a goccia di rugiada, traslucide, del diametro di 0,5 mm, di 
forma circolare, non emolitiche. In seguito ad ulteriore incubazione  di 24 ore 
queste diventano opache, grigiastre, a margine intero e profilo convesso; la 
consistenza filamentosa e il diamentro raggiunge i 2 mm
15
.  
La patogenesi di Pdp è poco conosciuta
22
. Tuttavia, la principale strategia 
di Pdp è l'induzione di una vasta apoptosi dei macrofagi e neutrofili di pesce che 
si traduce in lisi di questi fagociti con conseguente necrosi secondaria post-
apoptotica
5,11
. 
 I batteri si diffondono quindi attraverso fagociti infetti, specialmente i 
macrofagi. Questa diffusione può essere rapida ed avere effetti letali entro pochi 
giorni, coinvolgendo tessuti che contengono un alto numero di patogeni
13
. 
Sebbene sia stato documentato da studi in vivo che il Photobacterium 
piscicida possa essere ritrovato morfologicamente intatto all’interno dei 
macrofagi, studi in vitro hanno invece dimostrato che i macrofagi stessi, 
provenienti da tre diverse specie di pesci, sono in grado di uccidere i batteri
22
.  
È stato inoltre dimostrato che il Pdp può sfuggire alle difese dell’ospite e 
agli agenti antimicrobici tramite la sopravvivenza all’interno di cellule non 
fagocitiche, tra cui le cellule intestinali dei pesci
24,22,5. L’adesione all’epitelio 
intestinale sembra essere mediata da un recettore proteico o glicoproteico 
presente sulla superficie batterica e l’internalizzazione è un meccanismo actina 
dipendente
24
. 
10 
 
 La virulenza del Photobacterium piscicida è influenzata dalla produzione 
di uno strato capsulare polisaccaridico e di prodotti extracellulari, ed è anche 
dipendente dalla disponibilità di ferro
22
.   
La capsula è composta per il  99.6% da carboidrati e per lo 0,4% da 
proteine. Per quanto riguarda le caratteristiche superficiali, importanti nel primo 
stadio di infezione per l’aderenza e l’invasività nella cellula ospite, è stato 
riportato che il piscicida è moderatamente idrofobico ed ha una debole o assente 
emoagglutinazione
36
. Alcuni studi hanno dimostrato che la presenza della 
capsula conferisce resistenza alle difese dell’ospite ed incrementa la letalità nel 
pesce, infatti i ceppi  non virulenti sono non capsulati e sono sensibili all’attività 
battericida delle difese dell’organismo. Nonostante questo, quando i ceppi non 
virulenti sono indotti a produrre la capsula posso resistere all’uccisione da parte 
delle difese del pesce e quindi proliferare e causare malattia: la capsula indotta e 
quella naturalmente presente, non mostrano differenze qualitative
24,25,22
. 
La capacità da parte del batterio patogeno di acquisire ferro è essenziale 
per la sua crescita all’interno dell’ospite e quindi per causare infezione. Il 
sistema di acquisizione del ferro consiste in un sideroporo non fenolato e non 
hydroxamato e da 3 proteine di membrana esterne ad alto peso molecolare 
regolate dal ferro
25
. L'importanza del ferro nella virulenza di Pdp è stata 
chiaramente dimostrata in infezioni sperimentali , quando una significativa 
suscettibilità all’infezione con ceppi patogeni è stata osservata nei pesci 
inoculati precedentemente con citrato ferrico di ammonio, emina o 
emoglobina
24
. 
 
1.2 EPIDEMIOLOGIA 
Il Photobacterium piscicida è responsabile di gravi perdite in specie 
ittiche allevate o libere in acque marine e salmastre. Colpisce specie pregiate 
come il branzino (Dicentrarchus labrax) e l’orata (Sparus aurata); ma non sono 
esenti dall’infezione anche altre specie come il dentice (Dentex dentex), 
l’ombrina boccadoro (Argyrosomus regius)7, la seriola (Seriola dumerili), la 
sogliola (Solea solea), i latterini presenti sia nelle valli da pesca che in acque 
libere 
8,14,1
 ed alcune specie di mugilidi (Chelon labrosus, Liza aurata, L. 
ramada, L. saliens, Mugil cephalus)
7,33
.  
Esiste un fattore comune relativo alle morie occorse in questi ultimi anni 
che riguarda la specie colpita: solo le popolazioni di Mugilidi selvatici 
presentano una elevata mortalità, nonostante la sicura presenza nei tratti di mare 
interessati di altre specie sensibili. Inoltre appare importante segnalare la taglia 
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dei pesci giunti a morte, che risulta essere sempre superiore ai 500 grammi, 
ovvero in soggetti giunti a maturità sessuale
33
. 
Pdp resta vitale in acqua solo 4-5 giorni
42
; fattori abiotici quali 
l'inquinamento organico ed inorganico delle acque e artificializzazione dei corsi 
d’acqua, possono aver contribuito a creare situazioni di stress in grado di 
rendere i pesci più sensibili a diversi fattori patogeni. Infatti in condizioni di 
stress e quando la qualità e la quantità dell’acqua sono più scarse, i pesci 
portatori cronici possono soffrire di reinfezioni
21
. 
Alcuni studi sulla sopravvivenza di Pdp in acqua di mare e sedimenti 
hanno mostrato che sebbene questo microrganismo non persista per un lungo 
periodo di tempo in una forma coltivabile lontano dal pesce, possiede la capacità 
di entrare in un stato vitale, ma non coltivabile. Questi risultati suggeriscono che 
nonostante Pdp sembri essere un microrganismo molto labile, l'ambiente 
acquatico costituisce un serbatoio e un veicolo di trasmissione di questo 
patogeno. Inoltre è stato dimostrato che le cellule vitali, ma non proliferanti di 
Pdp mantengono il loro potenziale patogeno per i pesci e sono in grado di 
riprendere la crescita appena si ripresentano le condizioni idonee al loro 
sviluppo
39
. 
La persistenza ambientale di ceppi virulenti è quindi un fattore importante 
per l'epidemiologia della Fotobatteriosi; sicuramente questa malattia è 
dipendente dalla temperatura e si verifica in genere quando i valori dell'acqua 
superano i 18-20°C con una salinità del 20-30‰. Al di sotto di questa 
temperatura i pesci sono in grado di ospitare gli agenti patogeni come infezione 
sub-clinica e diventare vettori per un lungo periodo di tempo
35
. 
Nei centri di produzione di novellame, dove si usa acqua riscaldata, la 
patologia può insorgere quindi anche nel periodo invernale
7
.  
Alcuni autori riportano che la malattia, a seconda del tipo di allevamento e 
delle condizioni ambientali, presenta un andamento non omogeneo: accanto a 
casi con mortalità elevata, soprattutto negli avannotti (80%), si sono osservati 
focolai con mortalità poco significativa. La comparsa e la gravità dipendono da 
particolari condizioni quali: temperatura dell’acqua, eutrofizzazione, presenza di 
mucillagini, che insieme provocano un notevole abbassamento del contenuto di 
ossigeno
1
.  
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1.3 SINTOMATOLOGIA E LESIONI 
Il decorso e la gravità della malattia sono variabili in funzione della specie 
ittica e dell’età: generalmente gli stadi giovanili sviluppano forme setticemiche 
ad andamento iperacuto ed acuto, i cui principali sintomi sono iper-
pigmentazione cutanea, difficoltà respiratoria, movimenti natatori scoordinati, 
anoressia, emorragie alla base delle pinne e sulla cute, emorragie degli organi 
interni, splenomegalia
7
 (Figura 2).  
 
 
 
Figura 2: Congestione di branchie e organi interni, versamento addominale e splenomegalia in un 
cefalo pescato 
 
 
Gli adulti presentano, nella maggior parte dei casi, una forma cronica, 
caratterizzata dalla presenza di noduli granulomatosi di color bianco panna o 
tubercoli biancastri in vari organi interni, composti da masse di cellule 
batteriche, cellule epiteliali e fibroblasti. I noduli sono più caratteristici nei 
visceri interni, in particolar modo in rene e milza e l'infezione è accompagnata 
da una diffusa necrosi interna
35,5
 (Figura 3).  
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Gli unici sintomi che vengono spesso osservati sono anoressia, melanosi e 
necrosi localizzata alle branchie; questa sintomatologia è generalmente assente 
nella forma acuta 
7,39
. 
 
      
Figura 3: Noduli granulomatosi in rene e milza di cefali adulti 
 
1.4 DIAGNOSI 
 Il protocollo diagnostico di laboratorio prevede esami autoptici sui 
cadaveri ritrovati sia con esami colturali tradizionali affiancati da tecniche di 
biologia molecolare (PCR) che permettono di fare diagnosi anche nella fase 
iniziale della malattia (dove difficilmente si osservano lesioni caratteristiche) e 
su carcasse in stato di incipiente putrefazione
13
. 
 Le lesioni più rappresentative nelle fasi più avanzate della malattia sono 
costituita da: degenerazione epatica, congestione di tutto il tratto intestinale 
contenente all’interno abbondante materiale mucopurulento, ispessimento della 
vescica natatoria, ingrossamento della milza disseminata di noduli bianco 
grigiastri riscontrabili in alcuni casi anche sul parenchima epatico e renale. Tali 
lesioni, ben evidenti nelle fasi avanzate o in cronicizzazione, non sono 
facilmente riscontrabili nelle fasi iniziali o iperacute
13
. 
Dal punto di vista colturale il germe presenta non poche difficoltà; in base 
alla nostra esperienza sembra consigliabile utilizzare in parallelo, quali terreni di 
primo isolamento, il Columbia Blood Agar, il MacConkey Agar n°3 e il TCBS 
Agar, incubando le piastre sia a 30°C che a 37°C
13
.  
La presenza di crescita unicamente sulle piastre di Columbia Blood Agar 
incubate a 30°C, sotto forma di colonie piccole non emolitiche, a goccia di 
rugiada, formate da coccobacilli Gram negativi, con colorazione bipolare, che 
inoltre risultassero ossidasi positivi ed immobili, permette di formulare il 
sospetto di trovarsi di fronte a un ceppo di Photobacterium damselae da 
confermare ovviamente con l’esecuzione delle prove biochimiche, quali 
14 
 
colorazione di Gram, test dell’ossidasi e identificazione biochimica tramite 
sistemi miniaturizzati API20E e API20NE (bioMerieux®)
10,13
.  
Generalmente nei pesci portatori sani, i batteri possono persistere in un 
basso numero ed è quindi molto difficoltoso poter isolarli con i metodi colturali 
classici
28; grazie all’introduzione della PCR, è stato possibile rilevare la 
presenza di questi microrganismi anche se presenti in basso numero e ridurre 
notevolmente i tempi di identificazione
39
. 
 
1.5 TRATTAMENTO E PREVENZIONE 
L’impiego di adeguate tecniche di allevamento, idonee condizioni 
igienico-sanitarie e ridotti livelli di stress, sembrano avere un importante ruolo 
nella prevenzione della fotobatteriosi, anche se non risolutivo
43
.  
I primi studi sulla sensibilità in vitro di Pdp agli agenti chemoterapici 
sono stati effettuati da ricercatori giapponesi negli anni ´70 e hanno evidenziato 
la sensibilità del microrganismo a penicillina, cloramfenicolo, tetraciclina e 
colistina. In studi successivi  tutti i ceppi testati sono risultati sensibili a 
novobiocina, ampicillina, acido ossolinico, nitrofurantoina e rimetropin-
sulfametossazolo, mentre sono risultati resistenti a streptomicina, eritromicina e 
canamicina
25
. È comunque necessario tenere presente che la somministrazione 
di farmaci protratta oltre un certo periodo di tempo porta allo sviluppo di 
fenomeni di farmaco-resistenza
4
.  
L’utilizzo di antibiotici andrebbe inoltre limitato per l’impatto negativo 
che eventuali residui possono avere sul consumatore. Una strategia di tipo 
preventivo è l’immunoprofilassi. I risultati di test di vaccinazione su popolazioni 
di orata durante i primi stadi di sviluppo provano che l’immunoprofilassi è 
parzialmente efficace nel prevenire l’infezione. La vaccinazione rappresenta 
però un costo aggiuntivo per l’allevatore, garantisce una protezione temporanea, 
vista la bassa competenza immunologia degli stadi giovanili e può inoltre avere 
delle conseguenze negative per gli organi linfoidi immaturi degli stadi larvali, 
come l’ immunosoppressione23,19.  
Una strategia preventiva, complementare e alternativa, è la selezione di 
pesci geneticamente resistenti alla patologia. Questo tipo di selezione ha due 
vantaggi rispetto  all’immunoprofilassi: i pesci resistenti hanno probabilità bassa 
o nulla di sviluppare la  malattia; la presenza di una uniforme e limitata 
proporzione di pesci resistenti riduce  l’opportunità di trasmissione della 
patologia, diminuendo il rischio di infezione per gli  individui suscettibili al 
batterio
3
. 
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1.6 STORIA 
 Durante l’estate del 1963 una grave epizoozia interessò la popolazione di 
Roccus americanus presente nella Baia di Chesapeake del fiume Potomac, Stati 
Uniti. Nel corso del focolaio Snieszko e coll. (1964) isolarono un batterio che 
per la sua colorazione bipolare e per le sue reazioni biochimiche fu collocato nel 
genus Pasteurella
15
.  
 Cinque anni più tardi Janssen e Surgalla (1968) sottoposero ad un 
approfondito studio morfologico, fisiologico e sierologico 27 stipiti isolati nel 
corso del focolaio del 1963, confrontandoli inoltre con ceppi di riferimento di 
altre specie batteriche comprese all’epoca nel genus Pasteurella. Al  termine 
delle loro ricerche, i due autori conclusero che il microrganismo in questione 
non si identificava in alcuna specie di Pasteurella conosciuta e pertanto la 
determinarono come Pasteurella piscicida, in quanto “era la sola specie di 
Pasteurella isolata dai pesci ed in grado di causare infezione letale”15. 
 Negli anni successivi la patologia si manifestò con moria di specie ittiche 
in altri stati: Gran Bretagna (1967), Texas (1970), lungo le coste sud orientali 
giapponesi (1970), Norvegia (1976) e lungo la costa dell’Alabama (1987)8. 
A partire dai primi anni ’90 si sono verificati sul territorio italiano diversi 
casi di mortalità in cefali (Mugil spp., Liza spp.) selvatici; questi episodi si sono 
spesso verificati presso le principali foci di fiumi. Le prime segnalazioni sul 
territorio nazionale sono avvenute nel Nord Adriatico
8
 e al confine tra Liguria e 
Toscana, presso la foce del fiume Magra (Bocche di Magra, Amelia - 
SP)
14
;mentre altri episodi sporadici si sono verificati nel Tirreno e in Adriatico 
(Fisichella et al., 1991) e nella laguna di Venezia
31
. La prima segnalazione di 
fotobatteriosi in specie ittiche allevate, è avvenuta nel 1990 in un allevamento 
della costa ionica
37,33
. 
Dal 2006 invece, la frequenza degli episodi di mortalità in cefali selvatici 
ha assunto una gravità maggiore rispetto gli episodi verificatisi nel decennio 
precedente: sono state segnalate imponenti mortalità alle foci del fiume 
Garigliano
6
, del fiume Magra
13
 con una elevata mortalità di soggetti di grande 
taglia che spiaggiavano sul litorale, causando gravi problematiche alle 
amministrazioni pubbliche e al turismo locale. Contemporaneamente anche in 
altre parti del bacino del Mediterraneo si sono verificati episodi di mortalità 
imponente, soprattutto in Spagna  e in Grecia
33
. 
Durante l’estate del 1990 una grave epizoozia di Fotobatteriosi ha colpito 
la popolazione ittica del fiume Magra, in provincia di La Spezia, interessando in 
modo particolare le specie di Mugilidi presenti. L’epidemia ha avuto inizio nella 
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seconda decade di luglio, raggiungendo l’apice della mortalità nei primi quindici 
giorni di agosto, per poi attenuarsi nella prima metà di settembre, in 
concomitanza con un brusco mutamento delle condizioni meteo-climatiche. Il 
focolaio ha interessato l’intero tratto delle acque di transizione del fiume, che si 
estendono per circa sette chilometri, mentre nessuna mortalità è stata osservata 
nelle acque continentali al di sopra della zona dell’estuario14.  
La mortalità complessiva del focolaio è difficile da quantificare, infatti se 
nell’arco dell’intero periodo sono state raccolte alcune tonnellate di Mugilidi 
galleggianti in superficie, è comunque vero che numerosissimi esemplari di 
pesci morti sono stati osservati sul fondo del fiume, o in mare aperto, trasportati 
dalla corrente
14
. 
Nel 2006 si è verificata una seconda epizoozia intorno alla foce del Fiume 
Magra, coinvolgendo le specie di Mugilidi presenti. Condizioni apparentemente 
analoghe si sono verificate nel focolaio del 1990 e del 2006, con periodi di 
siccità e riduzione della portata d’acqua, prolungamento del cuneo salino, 
innalzamento delle temperature e riduzione dell’ossigeno disciolto13. 
Entrambe le morie sono state accompagnate da grande eco mediatica 
(Figura 4, 5 e 6): 
 
 
Figura 4: Prima pagina di dossier locale uscito durante la moria del 1990 
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Figura 5: Titoli di alcuni quotidiani nel 1990 
 
 
 
Figura 6: Titoli di alcuni quotidiani nel 2006 
 
 
Inoltre in un telegramma del Ministero della Sanità datato 15/09/1990, 
indirizzato alla sede dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale di Piemonte, 
Liguria e Valle D’Aosta, si ipotizza l’introduzione del germe da paesi extra-
europei con materiale ittico importato per allevamento (Figura 7): 
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“Sarebbe presente in popolazione ittica acque costiere penisola italiana 
malattia grave sostenuta da pastorella piscicida che questa sarebbe dovuta at 
importazione da paesi extraeuropei et che inoltre importazioni ittiche 
extraeuropee sarebbero coincidenti con crescita nuove patologie in pesce 
allevato”   
 
 
Figura 7: Telegramma del Ministero della Sanità del 15/09/1990 
 
Superata la prima fase caotica della “catastrofe ecologica” che ha visto nel 
1990 l’intervento della Marina Militare, Vigili del Fuoco, Protezione Civile, 
sono state organizzate squadre di volontari per la ripulitura del fiume dalle 
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carcasse maleodoranti dei pesci, coordinate dalla Sezione faunistica della Polizia 
provinciale. Gli enti preposti (Sezione Faunistica della Polizia Provinciale, Ente 
Parco) adiuvati dalla disponibilità dei volontari di diverse associazioni hanno 
provveduto pazientemente alla sistematica raccolta manuale dei cadaveri con 
retini e sacchi di plastica e al successivo inoltro per l’incenerimento. Tale 
provvedimento risultava l’unica possibilità di intervento diretto in ambiente 
selvatico, non potendo ovviamente intervenire, come in allevamento, con 
antibiotici
34
. 
Nel 2008 viene istituzionalizzato l’Ente Parco di Montemarcello-Magra, 
insieme ad una vera e propria procedura di intervento dalla Provincia della 
Spezia e la creazione di un gruppo di pronto intervento con il coinvolgimento di 
IZS, ARPAL, USL, Autorità di Bacino, Consorzio di bonifica, ACAM, Comuni 
rivieraschi, Associazioni di pesca e volontariato
34
. 
La procedura ha lo scopo di poter intervenire e far fronte a qualsiasi 
evento di mortalità, prevedendo competenze diversificate dei vari attori a partire 
da un’attività di monitoraggio sistematico  del fiume, comprendente la raccolta 
di campioni e l’invio ai laboratori diagnostici dell’IZS  in caso di mortalità, la  
raccolta  delle carcasse per l’inoltro alla termodistruzione  oltre una serie di 
convenzioni ed accordi fra Enti per la suddivisione delle competenze 
economiche e logistiche (imbarcazioni, materiali di consumo, rimborsi spese, 
ecc.)
33
. 
Nella Procedura è inoltre  previsto un prelievo sistematico di cefali nei 
periodi ritenuti a rischio sui quali effettuare determinazioni analitiche e studi 
finalizzati a chiarire gli aspetti ancora oscuri della malattia anche tramite le 
Ricerche Correnti del Ministero e Network nazionali tra i laboratori  pubblici 
che operano nel settore della patologia ittica 
33
. 
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Capitolo Secondo: PARTE 
SPERIMENTALE 
2.1 MATERIALI E METODI 
2.1.1 MODALITA’ DI CAMPIONAMENTO 
 
Il monitoraggio dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale di Piemonte, 
Liguria e Valle D’Aosta – Sezione della Spezia si è sviluppato nell’arco di 4 
anni, non in forma continuativa: un primo ciclo di campionamenti è stato 
effettuato da maggio a settembre del 2008, un secondo ciclo da maggio a ottobre 
del 2009, un terzo ciclo da giugno ad agosto 2010 e un quarto ciclo da maggio 
ad agosto 2011.  
I cefali prelevati tra il 2008 e il 2011, erano appartenenti alle specie Mugil 
cephalus, Liza aurata, Liza saliens, Liza ramada e Chelon labrosus (dimensione 
media >30 cm, peso medio >300 g) e sono stati prelevati  alla foce del fiume 
Magra, nel comune di Amelia (SP) (Figura8/A). 
 
 
Figura 8: Luogo di campionamento dei Mugilidi e dei Branzini: A campionamenti 2008/2011;  
B campionamenti 2014 (Regione Liguria). 
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Successivamente per lo sviluppo della presente tesi sono stati realizzati 
due campionamenti durante aprile e maggio 2014, rispettivamente di branzini 
(Dicentrarchus labrax) e cefali (Mugil cephalus, Liza aurata, Liza saliens, Liza 
ramada e Chelon labrosus) presso il centro di itticoltura con sede alle Grazie 
(La Spezia - Liguria) (Figura 8/B). 
I campionamenti sono stati effettuati nel periodo più caldo dell’anno; tale 
scelta si basa sulle caratteristiche biologiche del germe in esame 
(Photobacterium damselae piscicida, batterio mesofilo) per cui si può supporre 
una maggior incidenza della fotobatteriosi nei periodi in cui la temperatura 
dell’acqua risulta maggiore di 15°C, sia sulle caratteristiche biologiche della 
popolazione di cefali in esame; inoltre, al fine di rilevare l’eventuale variazione 
di incidenza della malattia, causata dalle normali modificazioni climatiche 
nell’arco dei 5 mesi di campionamento, sono stati effettuati prelievi regolari, a 
cadenza mensile durante tutto il periodo
38
. 
La numerosità campionaria (circa 30 soggetti) è stata programmata con lo 
scopo di analizzare circa 150 soggetti per anno ed arrivare almeno ad un totale 
di 400-450 campioni per l’intero monitoraggio preliminare; tale numerosità 
campionaria, considerato che non esistono dati di prevalenza del patogeno nella 
nostra zona, risulta statisticamente significativa  con un intervallo di confidenza 
del 95%
40
. 
Sono stati analizzati in totale 522 mugilidi e 42 branzini, suddivisi per 
anno come da tabelle seguenti (Tabella 1, 2, 3, 4, 5): 
 
 
 
2008 
N° 
campionamento 
Data 
campionamento 
Numero 
soggetti 
Specie campionata 
1 03/04/08 34  
 
Mugil cephalus 
2 22/05/08 9 
3 18/06/08 27 
4 03/07/08 29 
5 13/08/08 30 
6 15/09/08 25 
    
TOT  154  
Tabella 1: Dettagli dei campionamenti effettuati durante l'anno 2008 
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2009 
N° 
campionamento 
Data 
campionamento 
Numero 
soggetti 
Specie campionata 
1 21/05/09 32  
 
Mugil cephalus 
2 29/06/09 29 
3 24/07/09 33 
4 08/09/09 30 
5 30/10/09 0 
    
TOT  124  
Tabella 2: Dettagli dei campionamenti effettuati durante l'anno 2009 
 
2010 
 N° 
campionamento 
Data 
campionamento 
Numero 
soggetti 
Specie campionata 
1 18/06/10 34  
Mugil cephalus 2 23/07/10 34 
3 18/08/10 10 
4 25/08/10 28 
    
TOT  106  
Tabella 3: Dettagli dei campionamenti effettuati durante l'anno 2010 
 
2011 
 N° 
campionamento 
Data 
campionamento 
Numero 
soggetti 
Specie campionata 
1 12/05/2011 3  
Mugil cephalus 
 
2 24/06/2011 21 
3 14/07/2011 38 
4 25/08/2011 45 
    
TOT  107  
Tabella 4: Dettagli dei campionamenti effettuati durante l'anno 2011 
 
2014 
 N° 
campionamento 
Data 
campionamento 
Numero 
soggetti 
Specie campionata 
1 31/03/2014 42 Dicentrarchus labrax 
2 08/05/14 31 Mugil cephalus 
    
TOT  73  
Tabella 5: Dettagli dei campionamenti effettuati durante l'anno 2014 
 
Non in tutti i campionamenti è stato possibile reperire 30 soggetti e in un 
caso il campionamento non ha portato alla pesca di nessun soggetto (Ottobre 
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2009), ma il numero totale di campioni esaminati rientra nel numero di soggetti 
inseriti nell’obiettivo prefissato. 
 
2.1.2 RACCOLTA E TRATTAMENTO DEI CAMPIONI 
Dopo il prelievo i campioni, mantenuti alla temperatura di +0°- +4°C, 
sono stati trasportati subito al laboratorio di Microbiologia Marina presso la 
Sezione della Spezia dell’Istituto Zooprofilattico di Piemonte, Liguria e Valle 
D’Aosta. 
Per ogni soggetto è stato effettuato un esame anatomo-patologico, un 
esame molecolare tramite PCR e un esame colturale secondo procedure attivate 
presso il laboratorio di Microbiologia Marina dell’Istituto Zooprofilattico 
Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta della Spezia. 
 
2.2 METODICHE ANALITICHE 
2.2.1 ESAME ANATOMO-PATOLOGICO 
L’esame anatomo-patologico è stato eseguito al fine di rilevare eventuali 
segni di patologie in atto o lesioni da patologie pregresse. 
 
2.2.2 PCR - Multiplex PCR 
 La tecnica multiplex PCR è stata utilizzata come primo test di screening 
su tutte le milze degli esemplari pescati. La procedura è costituita 
fondamentalmente da tre fasi, descritte di seguito: estrazione del DNA, 
multiplex PCR e analisi dei prodotti di PCR su gel di agarosio. 
 
1. Estrazione del DNA. 
Per l’estrazione del DNA, 1 mg di milza è stata sottoposta ad estrazione 
degli acidi nucleici utilizzando un kit commerciale (PureLink Genomic DNA 
Kits, Invitrogen) seguendo le istruzioni indicate dalla ditta. Il kit si basa sul 
legame selettivo degli acidi nucleici ad una membrana in silice e sulla 
successiva eluizione da questa. Il DNA così ottenuto è stato conservato a -20°C 
fino all’utilizzo. 
 
2. Multiplex PCR. 
L’amplificazione del DNA è stata eseguita mediante una multiplex PCR 
precedentemente descritta da Amagliani et al.
2
, apportando alcune modifiche. 
Due μl dell’acido nucleico estratto sono stati aggiunti a 48 μl di miscela di 
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amplificazione contenente PCR buffer 1x (Roche), 2,5 mmol L-1 MgCl2 
(Roche), 0,2 mmol L-1 dNTPs (Fermentas), 0,08 μmol L-1 of Pdp primers 
(Invitrogen), 1 μmol L-1 di ciascun primer ureC (Invitrogen), 1,25 U FastStart 
Taq DNA Polymerase (Roche). I primer usati per la sottospecie piscicida (Pdp) 
amplificano un frammento di 297 bp di un gene codificante per una proteina 
putativa codificante per la penicillina (1A)
2
, mentre i primers per la sottospecie 
damselae (Pdd) (ureC) amplificano un frammento di 448 bp di un gene 
codificante per l’enzima UreasiC28. 
L’amplificazione è stata eseguita in un termociclatore secondo le seguenti 
condizioni: step di attivazione per la Taq a 95°C per 4 minuti, 50 cicli di 
denaturazione a 95°C per 30 secondi, appaiamento dei primers a 65°C per 30 
secondi, estensione dei primer a 72°C per 1 minuto ed estensione finale a 72°C 
per 10 minuti. 
In ciascuna serie di amplificazioni sono stati inclusi un controllo negativo 
ed uno positivo (Ceppo Pdd ATCC 33539 e Pdp ATCC 29688). 
 
3. Analisi dei prodotti di PCR su gel di agarosio. 
I prodotti di PCR (10 μl) sono stati aggiunti a 2 μl di loading buffer 5x 
(Bio-Rad) e sottoposti ad elettroforesi in gel d’agarosio al 2% (Cambrex 
Bioscience) a 120 V per 35 minuti (Bio-Rad PowerPac basic). Al gel è stato 
aggiunto Gel Green 10000 X (Biotium) per la visualizzazione dei prodotti di 
PCR alla luce UV (Gel Doc Bio-Rad). 
 
2.2.3 ESAME COLTURALE 
L’esame colturale è stato utilizzato come test di conferma: tutti i campioni 
risultati positivi alla PCR, sono stati seminati su terreni appositi con le tecniche 
illustrate di seguito, al fine di verificare la vitalità del patogeno. 
L’esame colturale è stato effettuato quindi con semina di tessuti mediante 
passaggio in brodo di arricchimento; in questo caso, per ogni soggetto è stata 
prelevata, sterilmente e previa flambatura, una porzione di milza, che veniva 
posta in una provetta contenente 5 ml di TSB addizionato al 2% di NaCl come 
brodo di arricchimento e incubata per 24 ore a 22 ± 2°C. Trascorso tale periodo 
venivano prelevati 100 µl di brodo e seminati su terreno agar sangue, quindi 
nuovamente incubati a 22 ± 2°C per 72 ore.  
Nel caso di crescita su agar sangue di colonie “sospette”, queste venivano 
inviate alla PCR per l’identificazione biomolecolare del germe. 
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Capitolo Terzo: RISULTATI 
3.1 ESAME ANATOMO-PATOLOGICO 
Per quanto riguarda l’esito dell’esame anatomo-patologico possiamo 
affermare che le condizioni generali dei soggetti esaminati, sia per quanto 
riguarda l’aspetto esteriore che gli organi interni, sono da considerarsi buone, 
non essendo mai state riscontrate lesioni macroscopicamente visibili riferibili a 
patologie in atto. 
Solo un soggetto pescato durante il secondo campionamento dell’anno 
2008 presentava noduli sulla milza, probabilmente dovuti a una malattia 
pregressa.  
 
3.2 PCR ed ESAME COLTURALE 
 I risultati delle  positività delle analisi effettuate tramite PCR per 
l’identificazione biomolecolare di Photobacterium damselae subsp. damselae  
(Pdd) e Photobacterium damselae subsp. piscicida (Pdp) sono riportati nelle 
Tabelle 6, 7, 8, 9 e 10 qui di seguito. 
 
 
Campionamento 
N° 
Campioni 
N° di campioni positivi alla PCR 
Pdp % Pdd % 
03/04/08 34 35% (12/34) 24% (8/34) 
22/05/08 9 22% (2/09) 0 
18/06/08 27 56% (15/27) 63% (17/27) 
03/07/08 29 90% (26/29) 31% (9/29) 
13/08/08 30 80% (24/30) 60% (18/30) 
15/09/08 25 80% (20/25) 40% (10/25) 
    
TOT. 154 64% (99/154) 40% (62/154) 
Tabella 6: Presenza di Photobacterium damselae subsp. piscicida (Pdp) and Photobacterium damselae subsp. 
damselae (Pdd) nelle milze dei cefali prelevati durante il 2008. In tabella i risultati sono espressi in 
percentuale % e tramite rapporto campioni positivi/totale campioni. 
 
 
 
 
 
26 
 
Campionamento 
N° 
Campioni 
N° di campioni positivi alla PCR 
Pdp % Pdd % 
21/05/09 32 3% (1/32) 0 
29/06/09 29 100% (29/29) 100% (29/29) 
24/07/09 33 3% (1/33) 0 
8/09/09 30 97% (29/30) 36% (11/30) 
    
TOT. 124 48% (60/124) 32% (40/124) 
Tabella 7: Presenza di Photobacterium damselae subsp. piscicida (Pdp) and Photobacterium damselae subsp. 
damselae (Pdd) nelle milze dei cefali prelevati durante il 2009. In tabella i risultati sono espressi in 
percentuale % e tramite rapporto campioni positivi/totale campioni. 
 
 
 
Campionamento 
Num. 
Campioni 
N° di campioni positivi alla PCR 
Pdp % Pdd  % 
18/06/10 34 0 0 
23/07/10 34 0 0 
18/08/10 10 20% (2/10) 40% (4/10) 
25/08/10 28 3% (1/28) 3% (1/28) 
    
TOT. 106 3% (3/106) 5% (5/106) 
Tabella 8: Presenza di Photobacterium damselae subsp. piscicida (Pdp) and Photobacterium damselae subsp. 
damselae (Pdd) nelle milze dei cefali prelevati durante il 2010. In tabella i risultati sono espressi in 
percentuale % e tramite rapporto campioni positivi/totale campioni. 
 
 
 
Campionamento 
Num 
Campioni 
N° di campioni positivi alla PCR 
Pdp % Pdd  %  
12/05/2011  3 0 0 
24/06/2011 21 0 0 
14/07/2011 38 3% (1/38) 0 
25/08/2011 45 0 2% (1/45) 
    
TOT. 107 1% (1/107) 1% (1/107) 
Tabella 9: Presenza di Photobacterium damselae subsp. piscicida (Pdp) and Photobacterium damselae subsp. 
damselae (Pdd) nelle milze dei cefali prelevati durante il 2011. In tabella i risultati sono espressi in 
percentuale % e tramite rapporto campioni positivi/totale campioni. 
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Campionamento 
Num 
Campioni 
N° di campioni positivi alla PCR 
Pdp % Pdd % 
31/03/2014 42 2% (1/42) 2% (1/42) 
08/05/2014 31 0 0 
    
TOT. 73 1% (1/73) 1% (1/73) 
Tabella 10: Presenza di Photobacterium damselae subsp. piscicida (Pdp) and Photobacterium damselae 
subsp. damselae (Pdd) nelle milze dei cefali e branzini prelevati durante il 2014. In tabella i risultati sono 
espressi in percentuale % e tramite rapporto campioni positivi/totale campioni. 
 
 
Nella Tabella riassuntiva 11 sono stati rielaborati i dati della presenza di 
Photobacterium damselae delle tabelle 6, 7, 8, 9 e 10 e riportati in incidenza 
percentuale divise per anno: 
 
 
 
 
Anno 
 
Totale campioni 
Incidenza % PCR 
Pdp % Pdd % 
2008 154 64% (99/154) 40% (60/154) 
2009 124 48% (60/124) 32% (40/124) 
2010 106 3% (3/106) 5% (5/106) 
2011 107 1% (1/107) 1% (1/107) 
2014 73 1% (1/73) 1% (1/73) 
Tabella 11: Tabella riassuntiva dell’incidenza in percentuale di Pdp e Pdd dal 2008 al 2014. In tabella i risultati 
sono espressi in percentuale % e tramite rapporto campioni positivi/totale campioni. 
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Nel Grafico riassuntivo 1 è espressa l’incidenza di Photobacterium 
damselae subsp. damselae (Pdd) e Photobacterium damselae subsp. piscicida 
(Pdp) nei campioni analizzati tramite PCR durante gli anni 2008/2014. 
 
0
10
20
30
40
50
60
2008 2009 2010 2011 2014
PDP
PDD
 
Grafico 1: Grafico riassuntivo dell’indidenza in percentuale riscontrata alla PCR per Photobacterium 
damselae subsp. piscicida (Pdp) and Photobacterium damselae subsp. damselae (Pdd) durante tutti gli anni 
di monitoraggio 
 
 Durante i campionamenti del 2008 il 64,29% (99/154) dei pesci analizzati 
è risultato positivo alla PCR per Pdp effettuata sulla milza, con un massimo nei 
mesi di Agosto e Settembre mentre il 40,26% (62/154) è risultato positivo alla 
PCR per Pdd con un massimo nei mesi di Luglio e Settembre (Tabella 6). Il 
31,82% dei campioni (49/154) è risultato positivo per entrambe le sottospecie di 
batteri mentre il 27,27% (42/154) non presentava nessuna delle due
39
. 
 Nel 2009 il DNA di Pdp è stato ritrovato nel 48,39% (60/124) dei cefali 
analizzati ed il DNA di Pdd nel 32,26% (40/124). Nel primo campionamento 
effettuato a Luglio tutti i cefali esaminati presentavano entrambi i microrganismi 
mentre in quelli di Maggio e fine Luglio solo il 3,01% dei cefali è risultato 
positivo solamente per la presenza del DNA di Pdp (Tabella 7). In totale 11 
campioni (8,87%) sono risultati positivi per entrambi i microrganismi
39
. 
Nel 2010 solo il 2,83% (3/106) e il 4,71%(5/106) dei campioni per PCR è 
risultato positivo rispettivamente per Photobacterium damselae subsp. piscicida 
e Photobacterium damselae subsp. damselae, entrambi rilevati nel mese di 
Agosto (Tabella 8).  
Per quanto riguarda le positività dei campioni nel 2011 sono ulteriormente 
diminuite in quanto è stato rilevato un solo esemplare positivo sia per Pdp che 
per Pdd, rispettivamente nel mese di Luglio e nel mese di Agosto, corrispondenti 
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a 0,93% sul totale (1/107). Tutti gli altri cefali analizzati hanno dato quindi esito 
negativo all’identificazione molecolare effettuata tramite PCR (Tabella 9). 
Nel 2014 il DNA di Pdp è stato rilevato in una milza di branzino, 
corrispondente al 2,38% del totale (1/42), prelevata nel primo campionamento, 
lo stesso campione alla prova colturale diretta aveva dato una crescita di colonie 
“sospette” su agar sangue. Nello stesso pool di branzini è stata rilevata un’altra 
presenza di DNA di Pdd, in un esemplare diverso da quello precedente, 
equivalente al 2,38% del totale (1/42), che nella coltura diretta aveva sviluppato 
colonie “sospette”. Quindi su totale di 42 branzini analizzati solo due soggetti 
diversi sono risultati positivi per la presenza rispettivamente di DNA di 
Photobacterium damselae subsp. damselae e di Photobacterium damselae 
subsp. piscicida (Tabella 10). 
Nel 2014, inoltre nei 31 cefali analizzati non è stata rilevata la presenza di 
DNA di Photobacterium damselae subsp. damselae e di Photobacterium 
damselae subsp. piscicida (Tabella 10). 
All’esame colturale diretto tutti i campioni risultati positivi alla PCR, sono 
stati confermati come tali grazie alla crescita di colonie “sospette” su agar 
sangue e quindi nuovamente inviati in PCR per l’identificazione biomolecolare 
del germe.  
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CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI 
 
I risultati ottenuti durante il monitoraggio, che si è svolto dal 2008 al 
2014, hanno permesso di avere un quadro generale della circolazione microbica 
dei due patogeni nella popolazione ittica selvatica e allevata indagata, in assenza 
di fenomeni di mortalità elevata. 
Si  evidenzia la presenza marcata nei primi due anni (2008/2009) di 
monitoraggio dei microrganismi Photobacterium damselae subsp. damselae e 
Photobacterium damselae subsp. piscicida. Nel corso del terzo e quarto anno 
(2010/2011) di campionamento le prevalenze dei microrganismi patogeni 
risultano notevolmente diminuite, fino quasi a sfiorare percentuali intorno 
all’1% per ciascuna specie. 
Nel 2014 gli ultimi campionamenti hanno evidenziato un’assenza di 
positività nei mugilidi analizzati, mentre sono state rilevate 2 positività in due 
esemplari diversi di branzini (Dicentrarchus labrax).  
Nessuno dei pesci risultati positivi alla PCR mostrava segni clinici della 
malattia e tutti gli esemplari apparivano in buono stato di salute e di nutrizione. 
Importante per la comprensione dei risultati è l’epidemiologia del 
patogeno stesso: la virulenza di Photobacterium damselae è altamente 
dipendente dalla temperatura,  infatti si sviluppa in acqua ad una temperatura tra 
i 13° e i 20°, come riportato da Pedersen et al.
29
, che ha ritrovato il patogeno in 
Oncorhynchus mykiss durante la stagione estiva. Inoltre come detto 
precedentemente Photobacterium damselae è in grado di sopravvivere nelle 
acque marine e nel sedimento durante la stagione invernale, rimanendo infettivo 
per lunghi periodi e di trasmettersi tramite l’acqua a specie suscettibili17,18.  
Le fonti bibliografiche hanno permesso di costituire, durante il corso degli 
anni, un network nazionale tra i laboratori  pubblici che operano nel settore della 
patologia ittica, per poter valutare insieme delle situazioni analoghe di morie 
ittiche e poter confrontare problematiche emergenti
33
. Da questi dati è emerso 
come il cefalo sia una specie ittica che funge sicuramente da portatore e da 
reservoir di batteri potenzialmente patogeni per la stessa specie o per altre specie 
ittiche e che le condizioni climatico-ambientali possono influire sulle 
manifestazioni patologiche e sulle mortalità che periodicamente si evidenziano 
in diversi areali marini
39,40,33
. 
Nel nostro studio i cefali analizzati tra il 2008 e il 2011 sembrano essere 
portatori sani di entrambi i microrganismi patogeni e dal momento che questi 
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pesci sono eurialini, migrando tra acque dolci e salate possono contribuire alla 
diffusione di questi patogeni ad altri ospiti suscettibili della stessa specie o di 
specie diverse, sia in ambienti fluviali che marini
39
. 
Inoltre le positività riscontrate nel gruppo di branzini analizzati possono 
farci ipotizzare un ruolo di resevoir anche di questa delicata specie di 
allevamento. La presenza di DNA di Photobacterium damselae nel branzino ci 
conferma l’esistenza del germe in forma latente, che può comunque riattivarsi in 
casi di stress, patologie concomitanti che possono alterare il sistema 
immunitario dei pesci e quindi far sviluppare la forma sintomatica della malattia 
conclamata. 
Negli studi futuri risulta di fondamentale importanza poter correlare 
positività colturali e PCR di questi microrganismi, con le condizioni ambientali. 
Le variazioni climatico-ambientali delle acque (pH, ossigeno disciolto e 
temperatura) infatti possono rappresentare un informazione preziosa per valutare 
il passaggio del microrganismo dalla condizione di latenza a quella di patogeno 
attivo
39
. 
I risultati della presente tesi, sebbene preliminari, costituiscono un 
contributo alla conoscenza della fotobatteriosi nelle specie selvatiche e in alcune 
specie utilizzate  in acquacoltura, al fine di sensibilizzare i produttori a mettere 
in atto misure profilattiche nei confronti di questo patogeno, anche e soprattutto 
nelle specie di allevamento. 
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